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光掃引型光音響分析装置のクロマトグラフィーへの応用
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星薬科大学　薬品分析化学教室
ApPlication　of　Light　Scanning　Photoacoustic　I）ensitometer
　　　　　　　　　to　Chromatography　System
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1．　はじめに
　光音響効果（Photoacoustic　effect）は，1880年
にAllexander　Graham　Bellにょってみいださ
れた1）．即ち，密閉された箱の中の試料に断続的
に太陽光線を当てると，音波が発生するというも
のであった．また1881年には，John　Tyndall2）
やWilhelm　Rontgen3）らも，気体試料に対して同
様な光音響効果を観測している．しかしその後長
い間この光音響効果は忘れられていたが，1938年
Viengerov4）がガス混合物中のガス濃度の測定に
応用し，その高感度性，選択性が注目され，現在
では二つの光音響セルを用いた差動型の自動ガス
分析計が市販されている．
　この光音響効果が近年注目されはじめたのは，
高感度マイクロフォン，圧電素子などのエレクト
ロニクス技術の進歩をはじめとし，レーザー及び
高輝度，高安定度のキセノンランプの発明に負う
所が大きい．また今日では，光音響効果が試料の
状態を選ばず観測されることから，ガス中の痕跡
成分の分析5）はもとより，液体クロマトグラフィ
ー の検出器6），薄層クロマトグラフィー7β），電気泳
動ゲル等の検出器9’10・11）などさまざまな応用がな
されている．更に光音響信号は，光源の断続周波
数を変化させることにより試料の表面から深さ方
向の情報を反映する事より，非破壊のdepth　pro一
丘ling方法12・13）として注目されている．
　著者は，この光音響効果を固体試料とくに薄層
クロマトグラフィー，電気泳動ゲルなどの分離法
と組み合わせ定量する分析法へ応用した．クロマ
トグラフィーへ光音響法を応用した例は多数報告
されているが，これらは何れも光音響信号が光音
響ヒルの容量に反比例することから，微少容量の
セルを用いている14β）．このためクロマトグラフ
ィーと光音響法を組み合わせた場合，感度は優れ
るものの目的のスポット部分をかきとるか，切り
取るなどの処理を行わなけれぽ分析できなかっ
た．著者は，これを解決するためかきとりや切り
取りなどの処理を行うことなく分析できる容量の
大きな光音響セルおよび，その上から光を掃引し
てデンシトグラムを得る方法15）を開発した．以
下，光掃引型光音響分析法について述べる．
2．　光掃引型光音響分析装置の試作とその評価
　Fig．1に試作した装置の概略図を示す．光源に
はタングステンランプ（12V，60W）またはキセ
本研究の一部は昭和60年度星薬科大学大谷研究助成の対象となったものである（紀要委員会）．
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　Fig．1
1．Tungsten　lamp
2．Light　choPPer
3．Reference　signa1
4．Optical　fiber
Block　diagram　of　the　apparatus．
7．Microphone
8．Pre－ampli丘er
9．Lock・in　ampli6er　and
　mOtOr　COntrOl　unit
5．Sound　shielding　box　10．　Recorder
6．Photoacoustic　cell
ノンランプ（Hanovia，150W）を用いた．　DCモ
ー タを用いた機械式のチョッパーによって80Hz
の断続光としたのち，これを石英製の光ファイバ
ー で防音箱中のセルに導いた．セルは，アルミニ
ウムブロック製で，50×100mmの薄層クロマト
グラフプレートまたは同等の大きさのプレートを
収容できる．マイクロフォンは高感度測定のため
リオン社製コンデンサマイクロフォン（UC－11A，
感度；－40dB）を同社製のプリアンプ（NH－06）
に連結して用いた．ロックインアソプは自製のも
の（Fig．2）をもちいた．
　光音響信号の処理にロックインアンプを用いて
いるため，交流信号をレコーダーに記録出来る直
流信号に変換する過程でローパスフィルターを必
要とし，このため入力信号に対して積分された形
の信号が観測されることになる．このローパスフ
ィルターの積分時定数及び光ファイバーの掃引速
度と光音響信号強度の関係を明らかにすることが
必要である．時定数が大きくなると応答は遅くな
るが周囲のノイズの影響を受けにくくなる．光フ
ァイバーの掃引速度は時定数に対して一定値以上
にすると誤差が大きくなる．分析機器の性能の一
つとして分析時間が上げられるが，掃引速度はこ
の点からできるだけ速いほうが望ましい．光音響
信号は時定数3．Osのときノイズの影響を受けに
くく，またこのとき10．62mm／min．が適当であ
った，
　本装置の定量性を検討するために，今枝ら16’17）
の開発したアルミはく薄層クロマトグラフプレー
ト及びシリカゲル薄層プレート（E．Merck）いず
れも50×100mmのものを用いて各種色素の定
量性について検討した．Fig．3にアルミはく薄層
プレートに色素を直径3mmとなるようにハミ
ルトンマイクロシリンジMo．7001でスポットし
た場合の定量性を示す．いずれの色素の場合も直
線状の検量線が得られた．光音響信号強度はアル
ミはく薄層プレートを用いた時の方が，シリカゲ
ル薄層プレートを用いたときよりも信号強度が小
さくなった．これはアルミはく薄層の固定層がシ
リカゲル薄層プレートの250μmとくらべ15－
20μmと薄く，アルミはくの熱伝導率が大きいた
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Fig．2　Circuit　diagram　of　simple　lock－ill　ampli丘er．
　　　　　A1－A5；LF　356　H
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Fig．3　Calibration　curve　of　organic　dyes．
　　　　○：Sunchromine　blue　bIack
　　　　●：Aniline　blue
　　　　口：Titan　yellow
め，光音響信号に寄与するセル内での音波の発生
効率がシリカゲル薄層プレートよりも低くなるた
めに思われる．シリカゲル薄層プレート上ではス
ダンレッド0．5μg以上で信号強度が試料の量と
比例しなかった，これは以下のように考察され
る．即ち，用いた光源は何れの場合も白色光（発
光スペクトル帯域：350nm－2μm）であり，色素
は白色光に対して特定の吸収波長をもつ．シリカ
ゲル薄層プレート上に展開されたスダンレッド
は，シリカゲル固定層の厚さ方向に分布する試料
に対して0・5μ9以上では光音響的に不透明であ
ることがわかった．一方アルミはく薄層プレート
の場合は，熱発生即ち音波の発生の効率が悪い分
だけ飽和しにくいのではないかと思われる．
3．　皮表脂質の分析
　前項で述べた光音響セルを実試料に応用すべく
検討を行った．皮表脂質をカップ法18）で採取し脂
質中のスクアレンの定量を行った．
　Nicolaidesら19）によれぽ皮表脂質中には極性物
質，トリグリセリド，コレステロールエステル，
コレステロール，遊離脂肪酸，スクアレン，炭化
水素に分画されることが報告されている，ここで
用いた薄層プレート（Whatman，　MK－6F）では，
展開距離がわずか60－70mm程度なので，この
中に全ての画分が薄層プレートの定量可能範囲で
あるRf＝0・2－0・9の範囲に展開される方法を検
討し，分離に成功した．
　これを光音響法により感度よく定量するには，
できるだけ大きな吸収係数を得る発色法が望まし
い．発色の安定性および吸光度の点から硫酸：メ
タノール（1：3v／v）を噴霧後，加熱し褐色から黒
色のスポットとして定量を行った．光音響信号強
度と皮表脂質の一つであるスクアレン量との関係
を検討したところ，光音響信号強度の平方根とス
クアレン量の対数との間に直線関係が認められ
た．また，スポット面積の平方根と試料量の対数
との間には直線関係が成立する2°）ということから
考えると，光音響信号はスポット面積に比例して
発生したと考えられる．即ち，硫酸：メタノール
を噴霧して発色させた褐色一黒色のスポットは光
音響的にも不透明であり光量に比例して発生した
ものと考えられる．
20
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Fig．4　Calibration　curves　for　squalene　developed
　on　TLC　plate　followed　by　heating　at　various
　temperature．
　　■；110°C，10min．▲；110°C，30　min．
　　○；150°C，30min．●；180°C，30　min．
一 53一
Pr㏄．　Hoshi　Pharm．　No．28，1986
　Fig．4に皮表脂質の一例としてスクアレンを展
開し，発色させるときの温度を変化させて光音響
信号強度を取った検量線を示す．加熱温度の上昇
に伴い光音響信号強度が大きくなった．しかし加
熱温度が150°C以上ではバックグラウンド発色
も大きくなった．従って加熱温度は120－140°C
が適当と思われた．
　検出限界はS／N＝2を与える試料量とするとス
クアレン約5ngであった．
4．　高輝度発光ダイオード及びレーザーダイオ
　ードの利用
　近年エレクトロニクス技術の急速な進歩にとも
なってオプトエレクトロニクス分野の進展も目ざ
ましい．一部で表示用として用いられてきた発光
ダイオードが高輝度化され光源としても有用とな
っている．光音響法に発光ダイオードを用いた場
合，以下のような特質を持つと考えられる．
　1．光源が小さいため装置全体が縮小でき，可
　　　搬製の物も作成可能である．
　2．　チョッパー等の機械的な部分が不用である
　　　ので光音響信号に同期した雑音の発生が無
　　　視し得る．
　3．電源の変調により断続するので周波数の調
　　　整が容易である．
　4．安価である．
欠点として，
???
3
光強度が小さい．
発光波長が短波長側にある高輝度な発光ダ
イオードが現在までのところ開発されてい
ない．
特に高輝度なものの場合，発光部面積が大
きく点光源と見なせない．このためレンズ
などで光量の損失なくビームを集光するこ
とができない．
高輝度発光ダイオードTLRA－150C（660±17nm，
発光強度3Cd　at　If＝20mA）をIf＝40mAとし
て電圧変調して用いた．
　タンパク質の定量法としてはいろいろな方法が
ある21・22）．その内，色素結合法23）は用いる色素を
発光ダイオードの発光波長に対して選択できるこ
とから固体光音響法に最も有用な方法であると考
えた．しかも光音響セルとして26×76mmのも
のを用いるので一度に大量の試料が分析できる．
この点を考慮して総タンパク質の光音響定量法に
ついて検討したlo）．
　タンパク質はシリカゲル薄層プレート上でアミ
ドブラック10B等の酸性色素と安定な複合体を
形成する事に着目し，タンパク質の高感度定量を
検討した．タンパク質を冷トリクロル酢酸で処
理，固定した後，酢酸酸性下に0・1％アミドブラ
ック10B溶液中に浸漬し，複合体を形成させた
後，過剰の色素を5％酢酸で脱色し，乾燥後，光
掃引型音響分析装置を用いて定量した．牛血清ア
ルブミン，卵白アルブミン，　トリプシノーゲン，
ヘモグロビンは，0・2－2・0μ9の間で直線状の検
量線が得られた．また牛血清アルブミソを標準と
して各種タンパク質を定量した結果をTable　1に
示す．本法は一般の色素結合法と同様，同一起源
のタンパク質の定量に適した方法であるといえ
る．
　タンパク質の分子量決定，同定などの目的で
SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動法24）があ
る．また，ゲル中のタンパク質の染色方法として
は先の色素結合法の他にオートラジオグラフィー
の感度に匹敵すると言われている銀染色法25・26）が
挙げられる．光音響定量の場合，信号強度は試料
Table　l　Determination　of　total　protein
Spot　test　　Lowrプs　assay
　以上のような特徴を持つが現在までのところ光
音響用として用いることのできる発光ダイオード
としてはエネルギーの大きさから660nm以上に
発光波長を持つものに限られる．これに東芝製超
Rat　serum　　　　　48．Omg／m1　　69．2mg／ml
Crude　ovalbumin　　491　μg／m1　　571　μg／ml
Bacteria　luciferase　219　μg／ml　　229　μg／ml
Each　value　is　shown　as　mass　of　BSA．
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Fig．5　Frequency　dependence　for　the　photo・
　　acoustic　signal　using　light　emitting　diode：
　　●，ovalbumin　O．10μg；▲，　BSA　O．14μg；
　　○，background．
の吸光度に比例するので，銀染色で得た褐色から
黒色のバンドは発光半導体の光源に対して十分な
吸光度を持ち感度も優れると考えられる．感度と
分解能を考慮して光源にはレーザーダイオード
（日立製作所，HL－7801，発光強度：5mW，　at　If
＝100mA）を用い，自製の電圧変調器で断続し，
レンズで絞って直径約100μmとして用いたil）．
Fig．5にポリァクリルアミドゲル中の卵製アルブ
ミン100ngを銀染色しレーザーダイオードで掃
引したときの光音響信号の周波数特性を示す．60
Hzに於て傾きが変化している．即ち，60　Hz以
下ではω一1にそれ以上ではω一3／2に比例してい
る．これは，約60Hz以上では銀染色で得た褐色
から黒色のスポットは光音響的に透明であるとい
うことを示している．
5．　高速光掃引型光音響分析装置の開発
　これまでの光音響分析装置では，断続した光ビ
ームを用いることからロックインアンプが不可欠
であった．このため，低周波で光源を断続し光を
掃引した場合，ロックインアンプ中のローパスフ
イルターが掃引速度の律速となっていた．このこ
とは，光音響分析装置を実用化する大きな障害と
なっている．光音響法の原理は，光の吸収とそれ
にもとつく無放射失活およびセル内の空気への熱
のリークである．このことより線状に分布する試
料の場合，光を断続しなくとも高速で光を掃引す
ることによって音波が発生するのではないかと考
え以下のような装置を作成した（Fig．6）．即ち，
光源としてコヒーレント長の大きなHe－Neレー
ザーを用い，アルミニウム蒸着ミラーをビームに
たいして回転することによりセル上を反射掃引さ
8
　　1〔＝＝］一一・一一・
5　　　　　　‘　3
7　　　　　6
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Fig．6　Block　diagram　of　the　apparatus．
1．He－Ne　laser　　　　　5．　pre・amplifier
2．moving　mirror　　　6．　A／D　converter
3．cell　　　　　　　　　7．　microcomputer
4．photo－trigger　circuit　8．　RS－232C．
?〜
?
．
Fig．7　Typical　densitogram　for　amidoblack　lOB，
　3．0μ9・
　A；computer　generated　plot　of　optical　ab－
　sorption　densitogram，　B；fast　laser　beam
　　scan　photoacoustic　densitogram．
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せた．光音響セルには既報のもの17）を用いた．光
ビームがトリガーポイント上を通過した時から信
号（自製のプリアンプで4000－10000倍増幅）を，
自製の8bit　A／Dコンバータにより500μsec毎に
コンピュ＿タ（Epson，　HC－20）に取り込み，積算
平滑化した．データの長さは1kbyteとした．積
算後のデータはRS－232－C規格のインターフェ
イスによりPC－9801　VM2に入力した．
　Fig．7に直径3mmとなるようにスポットし
たマラカイトグリーンを光掃引したときのデンシ
トグラムを実線で，一点鎖線で光学的なデンシト
グラムのシュミレーショソ波形を示した．また，
マラカイトグリーン，ブリリアントグリーン，ア
ミドブラック10B，インドフェノールをシリカゲ
ル薄層上に展開し，本装置でデンシトグラムが得
られた．何れの測定とも，積算回数は10回とし
た，測定時間は，1回の掃引で約0．51secで，
コンピュータの演算時間が約0．1secであるので
10回の測定に約7secかかった．これは通常の光
音響分析法の約100倍の高速化が達成できたこと
になる．
　しかしこの方法で得られる波形は，光学的なデ
ンシトグラムと異なり直接的にはクロマトグラム
を反映していないように思われる．これは系のイ
ンパルス応答を求め，観測された波形のデコンボ
ルーション等の手法を用いてより定量性のあるデ
ンシトグラムを求めることができると考えられ
る．
6．　おわりに
　光音響分析法は，その原理自体は古くから見い
だされていたが，ごく最近になって活発に研究さ
れ始めた新しい分光分析法である．これまでは主
として基礎的な研究が行われてきており理論的な
解析わもほぼ完成していると言える．現在光音響
分析装置としてはFT－IRのオプションとして
FT－IR－PAS（ブーリエ変換赤外光音響分光法）及
びガスクロマトグラフィーと組み合わせたGG
FT－IR－PASが市販されている．この目的以外の
機器は自作するしかないのが現状である．本稿で
紹介した装置も勿論市販品はなく全て自製のもの
である．今後，機器の性能の向上もさることなが
ら小型で，低価格な光音響分析装置の登場が待た
れる．ここでは述べなかったが，光音響法の特徴
の一つとして表面から深さ方向の断層的な分析が
できることから，生体のin　situ分析法としても
有用である．光音響分光法のハードウェアとして
の研究のみでなくソフトウェアとしての研究は，
医学，薬学，工学，理学，農学を始め先端学問な
ど広い分野においても分析化学的指針を与えるこ
とが出来る．
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